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proceso es  crucial  para comprender  mejor   los mecanismos implicados  y mejorar  el  cuajado, 
especialmente en condiciones ambientales adversas. El tomate,  Solanum lycopersicum,  además 







estos  materiales   en   la  mejora   es   especialmente  ventajoso  puesto  que  permite  obtener   frutos 
incluso   en   ausencia   de   polinización   y   fecundación.  En   tomate   existen   diversas   líneas   con 
capacidad partenocárpica facultativa, entre ellas RP75/59 que es capaz de producir frutos sin 
semillas  de   las  mismas  características  morfológicas  que   los   frutos  normales   en  ausencia  de 
fecundación.
El   objetivo   general   de   esta   tesis   es   estudiar   el   desarrollo   del   carpelo   y   el   cuajado 





funciones   como   la   respuesta   a  hormonas,  que  habían   sido  previamente   relacionados   con   el 
cuajado  del   fruto.  Pero   también  genes  desconocidos,   que  constituyen  una  valiosa   fuente   de 






análisis   transcriptómico del  desarrollo  y  cuajado en tomate.  Se empleó  una variedad control 
(UC82),   en   la   que   se   analizaron   el   proceso   de  desarrollo   del   carpelo,   cuajado  del   fruto  y 
fecundación de manera conjunta. Esto ha permitido identificar 2842 genes regulados a lo largo 































is   really   interesting.   The   parthenocarpy   provides   a   tool   to   study   the   fruit   set   without   the 
background of the processes related with embryo development, and make possible the study of 





















parthenocarpic   fruit  set   in   tomato.  The differences  between  this   line  and  the  control  variety 






















condicions   ambientals   adverses.   La   tomaca,  Solanum   lycopersicum,  a   més   de   ser   un   dels 
principals cultius d’hortalisses,  ha sigut àmpliament utilitzat  en investigació,   tant bàsica com 
aplicada.  No obstant això,   la majoria d’estudis del desenvolupament del fruit  en esta espècie 
s’han centrat en els processos que tenen lloc durant la maduració i no han abordat l’estudi del 
quallat a gran escala. En este sentit, l’estudi de materials amb capacitat partenocàrpica té especial 
interès.   Facilita   l’estudi   del   quallat   sense   interferència   dels   processos   relacionats   amb   el 
desenvolupament de l’embrió i possibilita l’estudi dels estadis primerencs del desenvolupament 
del fruit independentment de la pol∙linització. A més, l’ocupació d’estos materials en millora és 
especialment   avantatjós   ja   que  permet   obtindre   fruits   inclús   en   absència   de   pol∙linització   i 
fecundació.  En   tomaca   hi   ha   diverses   línies   amb   capacitat   partenocàrpica   facultativa,   com 















anàlisi   transcriptómic  del  desenvolupament   i   quallat   en   tomaca.  Es  va  utilitzar   una  varietat 
control (UC82), en la que es van analitzar el procés de desenvolupament del carpel, quallat del 




D’altra   banda,   utilitzant   la   línia   partenocárpica   RP75/59,   s’ha   inspeccionat   a   nivell 
transcriptómic el quallat partenocàrpic del fruit en tomaca. Les diferències d’expressió entre esta 
línia i la varietat control no partenocárpica estan centrades en l’estadi d’antesi. Probablement 
perquè  a  diferència   del   que   ocorre   en   la   varietat   control,   on   el   carpel   cessa   el   seu 
desenvolupament fins que tenen lloc la pol∙linització i fecundació, en RP75/59 l’antesi no és més 
que un estadi transitori entre carpel i fruit. En esta línia s’han identificat 758 gens expressats 
diferencialment   respecte   a   la   varietat   normal.   L’estudi   detallat   dels   gens   relacionats   amb 
hormones, ha permès determinar que en RP75/59 l’alta concentració de GAs en el carpel es deu 





des   del   punt   de  vista   científic,   com aplicat,   ja   que   facilitaria   l’ocupació   d’este   caràcter   en 
programes de millora. Fins a la data no s’havien aconseguit realitzar avanços significatius en este 
sentit, probablement a causa de les dificultats a l’hora de caracteritzar este fenotip. En esta tesi 
l’anàlisi  de   la  generació  F2  desenrotllada  a  partir  de  RP75/59  i  UC82 ha  permès  aclarir   la 
partenocàrpia d’estos materials i desenrotllar una població segregant que servirà de base per a 















































































































































vida   corto,   fácil   control   de   la   polinización   e   hibridación,   alta   fertilidad,   posibilidad   de 
propagación   asexual   mediante   esquejes,   facilidad   de   regeneración   y   transformación   con 
Agrobacterium tumefaciens (Smith y Townsend) Conn.
Además,   los   numerosos   estudios   y   programas   de   mejora   realizados   en   tomate   han 
permitido el desarrollo de un gran número de mutantes y variedades que afectan a los distintos 
aspectos   del   desarrollo   y   maduración   del   fruto.   De   manera   que   en   la   actualidad   existen 
numerosos   recursos   fitogenéticos   de   esta   especie   y   de   especies   altamente   relacionadas.  Por 
ejemplo, en el TGRC (http://tgrc.ucdavis.edu/index.aspx) disponen de una colección de más de 















































Durante   el   desarrollo   de   las   plantas   podemos   distinguir   dos   estadios,   el   desarrollo 
vegetativo y el  desarrollo reproductivo.  El desarrollo reproductivo está  controlado de manera 
endógena   y   por   estímulos   externos.   Cuando   las   condiciones   ambientales   son   adecuadas,   el 
meristemo vegetativo se transforma en meristemo floral dando lugar a la inflorescencia. A partir 
del mismo se diferenciarán los primordios florales (Krizek y Fletcher, 2005).  El desarrollo de 





La   determinación   del   meristemo   floral   inicia   el   ciclo   reproductivo   de   la   planta.   En 






































especie.   En   tomate,   el   tamaño   de   las   inflorescencias   está   influido   por   las   condiciones 
ambientales, las condiciones de desarrollo de la planta y por factores genéticos. En esta especie 
el tamaño de las inflorescencias oscila entre una única flor, en el caso del mutante  sft (single 







en   estas   especies   se   desarrolló   el   modelo   ABC,   que   explica   el   control   genético   de   la 
diferenciación de los diversos órganos florales. Los genes tipo A controlan la diferenciación de 
los sépalos, los tipo A y B, expresados conjuntamente, dan lugar a los pétalos. B y C determinan 











analizar   el   desarrollo   de   la   flor   a   nivel   global.   Sin   embargo,   no   todos   los   resultados   son 
extrapolables a otras especies. En tomate por ejemplo, tras inhibir el gen AGAMOUS en el tercer 










los   verticilos   interiores   (pétalos),   iniciación   de   los   estambres,   iniciación   del   carpelo, 
microsporogénesis,   iniciación de   los  óvulos,  meiosis  masculina,  meiosis   femenina  y  antesis. 
Estas fases han sido caracterizadas en  Solanum pimpinellifolium  (L.),  especie muy cercana a 
tomate (Xiao et al, 2009). En esta especie, la formación del carpelo comienza aproximadamente 
6  días   tras   la   aparición  del   primordio   floral,  momento   en   el   cual   los   pétalos   recubren   los 
estambres. En este momento aparece una columna central que posteriormente dará lugar a las 
cavidades loculares. Ocho días después de la iniciación del primordio floral la columna continua 
su  desarrollo   aumentando   su   longitud  y   se  observan   los   carpelos   fusionados   en  cuya  parte 
superior   comienza   la   formación   del   estilo.   En   este   momento   comienza   el   desarrollo   de   la 
placenta, de la que un día después emergerán los óvulos. A partir de este punto todas las partes 
del carpelo ya han comenzado su diferenciación. El desarrollo de los estambres comienza un 
poco antes,  a  los  5 días  de  la   iniciación del  primordio floral.  Pero  la  microsporogénesis  no 
























de la  misma.  Sin embargo,  las altas  temperaturas  durante el  día promueven la  formación de 
inflorescencias con mayor número de flores (Karapanos et al, 2008).













cultivar,   temperaturas  extremas  afectan  a   la  meiosis  de   las   células  madres  del  polen  y  a   la 
formación de las tétradas. Esto impide la formación normal del grano de polen y reduce mucho la 
cantidad   de   polen   viable,   por   lo   que   afecta   al   cuajado   del   fruto   reduciendo   mucho   la 








desarrollo   del   gametofito   femenino   no   es   tan   sensible   a   las   diferencias   de   temperatura.   A 
temperaturas nocturnas de 7ºC la macrosporogénesis  se da con normalidad y a   temperaturas 
diurnas   de   33ºC   también,   aunque   temperaturas   extremas   superiores   a   40ªC   si   impiden   el 
desarrollo normal de la macrospora. Combinaciones de temperaturas diurnas menores de 28ºC y 











o   no   dehiscentes.   Para   el   estudio   de   este   tipo   de   frutos   la   especie   modelo   empleada   es 
Arabidopsis, cuyo fruto esta constituido por una silicua que se abre por dehiscencia liberando las 
semillas. Los frutos carnosos también se dividen en climatéricos, cuyo proceso de maduración 


















































continua   durante   diez   días   (Gillaspy  et   al,   1993).   Durante   esta   fase   también   comienza   el 
desarrollo del embrión, teniendo lugar las primeras divisiones aproximadamente a 5 días post 












gran número de cambios  en el   fruto.  Como alteraciones  en  la  pigmentación,   la   textura y  el 





y   sus   condiciones   nutracéuticas.   Además,   el   conocimiento   del   proceso   de   maduración   y 
senescencia ha permitido aislar genes implicados y desarrollar variedades donde el retraso en 
estos procesos facilita   la manipulación del producto a nivel   industrial.  Sin embargo, algunos 
estudios   más   recientes   que   comprenden   fases   más   tempranas   del   desarrollo   han   puesto   de 








o  cuajado y  desarrollo  del   fruto.  La  elección de  un camino u otro depende del  éxito de   la 
polinización, germinación del grano de polen, fecundación y de la competencia con otros frutos 





























sigue su desarrollo  hasta   llegar al  ovario y penetra  dentro de  los óvulos  para  llegar  al  saco 
embrionario, momento en el cual se produce la fecundación. En condiciones de buena radiación 
y temperatura alrededor de 20ºC, transcurren entre 18 y 30 horas desde la polinización hasta que 











se   da   tanto   entre   frutos   dentro   del   mismo   ramillete   como   entre   ramilletes.   En   una   misma 













































tejidos  que  los   rodean.  La hormona es   transportada a   las  capas  exteriores  dando  lugar  a  un 









las   enzimas   giberelina   20   oxidasas   y   giberelina   3   oxidasas,   implicadas   en   la   síntesis   de 






regulada  a   lo   largo  del  desarrollo  de   la   flor  y  del   cuajado  en   tomate   (Rebers  et  al,   1999), 
mostrando un aumento tras la antesis. Además, la aplicación de GAs en el carpelo induce el 

















































Existen  otros   reguladores  vegetales   implicados  en  el  desarrollo  del   fruto:  poliaminas, 
brasinoesteroides y ácido jasmónico. La aplicación de diversas poliaminas en el ovario de tomate 
produce   desarrollo   del   fruto   (Fos  et   al,   2003),   lo   que   demuestra   la   implicación   de   estos 
reguladores   en   el   cuajado.   La   concentración   de   poliaminas   en   el   ovario   aumenta   tras   la 
polinización o el tratamiento con auxinas, posteriormente el nivel de estas sustancias desciende 
al   terminar   la   fase   de   división   celular   (Alabadi  et   al,  1996).     Los   brasinoesteroides   están 
implicados en la regulación de la maduración del fruto y en la composición final del mismo 
(Srivastava y Handa, 2005). El ácido jasmónico también esta implicado en la maduración del 















Balbi y Lomax (2003) descubrieron  la  implicación del gen  Diageotropica (dgt)  en el 
cuajado del fruto. La mutación de este gen provoca el fenotipo característico de los mutantes 
resistentes  a  auxinas,   con  numerosos  efectos   en  el  desarrollo  vegetativo  de   la  planta,  como 
reducción  de   la   longitud  de   los   internodos  y  ausencia  de   raíces   laterales.  También  produce 
alteraciones en el desarrollo reproductivo como: retraso en la floración, reducción del cuajado 
del fruto, aumento del tiempo desde la antesis hasta la maduración, reducción del tamaño del 










Goetz   y   colaboradores   (2007)   transformaron   tomate   con   una   construcción   capaz   de 







es   elevada   durante   el   desarrollo   floral   y   desciende   drásticamente   48   horas   después   de   la 
polinización,   cuando   tiene   lugar   el   cuajado  del   fruto.  El   silenciamiento  de  ARF7  induce  el 
cuajado partenocárpico. Esto sugiere que ARF7 funciona como un inhibidor del cuajado del fruto 
hasta que tiene lugar la polinización.









La  formación  de   los  diferentes  verticilos  de   la   flor  está   controlada  por   la   acción  de 
factores de transcripción. Estudios recientes han demostrado que la acción de estos factores va 
más allá del control de la formación de la flor y está relacionado con el cuajado del fruto.










Las   condiciones   ambientales   tiene   un   gran   impacto   en   el   cuajado   del   tomate.   Las 
condiciones   ideales   son   temperaturas   día/noche  de  25ºC/18ºC,   alta   luminosidad  y  humedad 
relativa alrededor del 60­80%. Cuando nos alejamos de las condiciones óptimas el cuajado se 
reduce, disminuyendo en algunos casos drásticamente la productividad de las plantas.






















consigue  aumentar   la  producción  y  cultivar   fuera  del  ciclo  habitual,   sin  necesidad  de  coste 
24
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cuajado.  Sin embargo,  en  ausencia  de  polen  viable  el  empleo  de polinizadores  no consigue 
mejorar el  cuajado (Pressman  et al,  1999).  En este  caso es necesario  el  empleo de métodos 
alternativos.  En condiciones  de baja   fertilidad  se pueden aplicar   fitorreguladores.  Cuando  la 











mediante   los   fenómenos  de  apomixis  y  partenocarpia   se  produce  el  desarrollo  del   fruto  sin 
necesidad de fecundación. El estudio de estos procesos es muy interesante puesto que puede 
ayudar   a  comprender  mejor   los  mecanismos   implicados  en  el   cuajado  del   fruto,  además  de 






(Nogler,  1984).  La  apomixis  puede ser   facultativa,  cuando  la  planta  es  capaz  de  desarrollar 
semillas procedentes de la ovocélula fecundada, u obligada, cuando la planta es estéril. Existen 
tres clases de apomixis atendiendo a la célula que da origen al nuevo embrión: diplosporia (la 







especies cultivadas,  ni  en las especies  modelo  Arabidopsis,  tomate  y  arroz.  Por ello,  para  la 
mejora ha resultado mucho más interesante el uso de la partenocarpia.
4.2 Partenocarpia
En   el   desarrollo   partenocárpico   el   fruto   se   desarrolla   independientemente   de   la 
fecundación,   dando   lugar   a   un   fruto   sin   semillas   que   carece   de   función   biológica.   La 
partenocarpia  puede ser  obligada,  cuando el  cultivar  es  estéril  y  únicamente  puede producir 
frutos sin semillas, o facultativa, cuando es capaz de producir frutos con y sin semillas.
El  estudio  de  este   fenómeno es  muy  interesante  desde  el  punto  de vista  básico  para 
profundizar en los mecanismos moleculares que median en el cuajado del fruto, al separar este 















comercial.  Además,   la   ausencia  de   semillas  hace  posible   el   empleo  de  plantas   transgénicas 
androestériles con la garantía de que no habrá diseminación de semillas.
A pesar de estas ventajas, la partenocarpia no se ha usado ampliamente en la agricultura. 
En   algunos   casos,   las   mutaciones   que   permiten   el   desarrollo   partenocárpico   tienen   efectos 
pleitrópicos  que  dan  como   resultado  malformaciones  en   los   frutos  y  baja   calidad.  En  otras 


















la  antesis  el  nivel  de hormonas  en el  ovario es mínimo y únicamente  tras   la  polinización y 
fecundación se produce un aumento de señales reguladoras que inducen el cuajado del fruto. 
Mediante   la  aplicación exógena de hormonas  es  posible  superar  el  umbral  de  concentración 






flores,   inducen   el   cuajado   y   permiten   la   obtención   de   frutos   en   condiciones   ambientales 
desfavorables para la polinización y fecundación. Sin embargo, el empleo de estas prácticas en la 







aplicación   exógena   de   diversas   fitohormonas,   es   por   tanto   posible   inducir   el   desarrollo 
partenocárpico  mediante   la   expresión  en  el  ovario  de  genes   implicados  en   la  biosíntesis  de 
hormonas vegetales. Se han registrado diversas patentes basadas en el empleo de construcciones 
que   combinan   genes   de   síntesis   de   auxinas,   giberelinas   y   citoquininas   bajo   el   control   de 
promotores específicos del ovario (Spena y Rotino, 2001).





gen  iaaM  de  Pseudomonas syringae  pv.  Savastanoi  (Van Hall) El gen  iaaM  codifica para una 
triptófano mono­oxigenasa que convierte el triptófano en indolacetamida. Esta sustancia no tiene 
actividad, pero es hidrolizada por las plantas para dar lugar al ácido indolacético (IAA), la auxina 
más   común  en  plantas.  En   la   construcción  de  Rotino  y   colaboradores   (1997)   este  gen  está 
fusionado con las secuencias reguladoras del DefH9, un factor de transcripción tipo MADS­box 
que se expresa específicamente en los óvulos, siendo su expresión en otros tejidos de la planta 






En   tomate,   la   construcción   DefH9­iaaM   se   ha   empleado   con   éxito   para   inducir   el 




de   la   traducción  del   transgen.  Esta  nueva  construcción  DefH9­RI­iaaM se  debe  emplear   en 
variedades especialmente sensibles a la acción de las auxinas para garantizar la obtención de 
frutos normales.
Aparte   de   las   estrategias   basadas   en   la   alteración   directa   del   metabolismo   de   las 
hormonas, la alteración de genes implicados en la respuesta a éstas también produce desarrollo 
partenocárpico del fruto. En tomate se han desarrollado plantas transgénicas que expresan el gen 
rolB  en el ovario para inducir  desarrollo partenocárpico (Carmi  et al,  2003). El gen  rolB  de 
Agrobacterium rhizogenes (Conn) expresado de manera constitutiva induce en la planta síntomas 
característicos  del   tratamiento con auxinas.  Sin embargo,  cuando está  bajo el  control  de   las 
secuencias reguladoras de TPRP­F1 (tomato prolin rich protein), que se expresa durante las fases 




Roque   (2004)   plantea   una   estrategia   totalmente   diferente   a   estas   dos,   basadas   en 
alteración   del   metabolismo   o   respuesta   a   hormonas,   y   obtiene   desarrollo   partenocárpico 
mediante   la   alteración   del   desarrollo   de   las   anteras.   Para   ello,   emplea   la   construcción 
END1::barnasa, compuesta por la región promotora del gen END1 de guisante, que se expresa en 







partenocárpico   de   los   frutos,   estas   estrategias   presentan   varios   problemas.   Por   un   lado,   es 
necesario adecuar las construcciones empleadas al fondo genético de la variedad que se desea 
transformar para evitar la aparición de malformaciones en los frutos (Pandolfini, 2002). Por otra 





Destacan   tres   líneas   por   su   capacidad   de   desarrollar   frutos   con   prácticamente   las   mismas 
propiedades  que   los   frutos   polinizados:  Soressi  o  Montfavet   191  (Soressi  y  Salamini,   1975; 









número de genes   implicados  en el  control  del  carácter,  y  únicamente en ITV­line1,   IL5­1 y 















habrochaites  y  S. lycopersicum  (Zijlstra, 1985). Esta línea posee al menos 5 fragmentos de  S. 
habrochaites en los cromosomas 4, 5, 6, 9 y 11. La partenocarpia en esta línea está controlada 
por, al menos, dos QTLs con igual peso, uno situado cerca del centrómero del cromosoma 4, 
pat4.2,  y otro cerca del  telómero del brazo largo del cromosoma 9,  pat9.1.  En este caso,  es 
necesaria la presencia de un alelo de  S. habrochaites  en ambos QTLs para obtener desarrollo 
partenocárpico.  En ambas líneas se mapearon QTLs cerca del centrómero del cromosoma 4, 
aunque se desconoce si  pat4.1  y  pat4.2  son el mismo gen. Al comparar los marcadores COS 
(Conserved Ortologue Genes,  secuencias presentes  una única vez en el  genoma de tomate y 
Arabidopsis)  de   esta   zona del  cromosoma 4,  se  descubrió   que  éstos   estaban  situados  en  el 






La partenocarpia debida al gen  pat  fue descrita por primera vez en  1975 por Soressi y 
Salamini. Los autores describieron el mutante short anther (sha, anteras cortas) en una población 
obtenida   mediante   mutagénesis   con   ethyl   methanosulfonato   (EMS).   El   mutante  sha  se 
caracterizaba  por  un  desarrollo   anormal  de   las   anteras,   además,  presentaba   la   capacidad  de 
desarrollar frutos en ausencia de fecundación. En principio, este fenotipo se achacó a dos genes 
recesivos  sha  y  pat  (frutos   partenocárpicos).  Posteriormente,  Pecaut   y   Philouze   (1978) 
obtuvieron un mutante espontáneo con el mismo fenotipo al que denominaron Montfavert 191.  
Estos autores comprobaron que ambos mutantes eran alélicos y que era imposible obtener plantas 
con   únicamente   uno   de   los   caracteres.   Por   ello   concluyeron   que   ambos   caracteres   estaban 
causados por una mutación recesiva en un único gen denominado pat con efectos pleiotrópicos 
(Philouze y Pecatau, 1986).
El   fenotipo  pat  se caracteriza por producir  un alto  número de frutos  sin  semillas,  de 
aproximadamente  2/3  del   tamaño  normal,   y   por   tener   fertilidad   reducida;   solo   en   contadas 








más   o   menos   severas   dependiendo   de   las   condiciones   ambientales.   Las   bajas   temperaturas 
nocturnas favorecen la aparición de las alteraciones, y también influye la posición de la flor en la 










contenido  de  GAs presente  en  el  ovario  en antesis  y  el  desarrollo  partenocárpico  del   fruto. 




El fenotipo  pat  se debe a  la acción de un único gen recesivo  con efectos pleiotrópicos 
(Philouze   y   Pecatau,   1986).   El   cartografiado   de   este   gen   se   realizó   a   partir   de   un   cruce 
interespecífico con Solanum pennellii (Correll) (Beraldi et al, 2004). Las plantas se clasificaron 
como portadoras del alelo pat en función de la presencia de anteras subdesarrolladas, ya que este 
carácter   no   es   tan   sensible   como   la   partenocarpia   al   fondo   genético   ni   a   las   condiciones 
ambientales.   El   cartografiado   se   realizó   empleando   marcadores   AFLPs,   cartografiados 
previamente, que permitieron localizar el gen en el brazo largo del cromosoma 3. Posteriormente 





















mp.  Además   la   clasificación   de   las   plantas   fue   realizada   en   base   al   porcentaje   de   frutos 
partenocárpicos producidos por la planta, característica que está altamente influenciada por las 
condiciones   ambientales.   Por   todo   ello   durante   el   resto   de   la   tesis   nos   referiremos   a   la 
partenocarpia obtenida a partir de Severinin como pat­2, ya que es el modelo más aceptado.
La acción de pat­2 confiere a la planta la capacidad de desarrollar frutos en ausencia de 





















ovarios  de   las  plantas  pat  tienen  un  mayor   contenido  en  GAs  (Olimpieri  et  al,   2007)  y   la 




GA20  no   sería   activa,   su   acumulación   aumentaría   la   síntesis   de  GAs   activas,   induciendo   el 
desarrollo   partenocárpico   del   fruto.   Además   de   las   GAs,   en   la   partenocarpia   de  pat­2  las 







La   línea   RP75/59   también   posee   un   alto   nivel   de   partenocarpia.   Esta   línea   fue 
desarrollada por Reinmann­Philipp (1968) en Alemania a partir  de un cruce entre “Atom” x 
“Bubjekosoko”. RP75/59 es capaz de producir frutos sin semillas de las mismas características 
morfológicas  que   los   frutos  normales,   con  desarrollo  normal  de   los   lóculos   (Figura  9).  No 




acción de las GAs (Fos  et al,  2001).  Cuando se aplica un tratamiento con paclobutrazol,  un 
inhibidor de la síntesis  de GAs, a  las flores en antesis,  se  impide el  desarrollo de frutos en 
ausencia de fecundación. Sin embargo, este tratamiento es contrarrestado por la aplicación de 










Philouze   (1989)   estudió   la   heredabilidad   de   la   partenocarpia   de   RP75/59.   Mediante 
cruzamientos demostró que este carácter no era alélico a los de otras fuentes de partenocarpia 
descritas  previamente   (pat,  pat­2).  El   carácter   sería   recesivo,  puesto  que   al   cruzar   con  una 
variedad no partenocárpica   la  F1  es   incapaz  de  cuajar   frutos  en  ausencia  de  polinización y 














sin   semillas.  Los  autores  proponen  un  modelo  basado  en   la   acción  de   tres  genes   recesivos 
independientes con efectos  aditivos.  Mediante estudios de  ligamiento,  usando 40 marcadores 







genético  de  este  carácter   sigue  sin  estar  claro.  Esto   se  debe  probablemente  a   los  diferentes 
criterios  empleados  para caracterizar   las  generaciones  segregantes.  Unos autores  cultivan  las 
plantas en condiciones desfavorables para la polinización, que pueden afectar a la expresividad 

















cuajado   (reanudación del   crecimiento  del  ovario)  y   el  desarrollo  del   fruto,  que  puede  verse 
afectado por multitud de factores, tanto abióticos como bióticos. En algunos casos el desarrollo 
del fruto sucede sin fertilización ni producción de semillas viables, a este proceso se le denomina 







1. Aislar  genes   implicados   en   el   cuajado  del   fruto   en   tomate,   mediante   la   técnica   de 

















(Nuez,  1995).  Ha sido  muy empleada  para  producir   tomates  para  procesado  industrial,  pero 
también   en   investigación,   por   ejemplo,   para   producir   plantas   transgénicas   con   capacidad 

































extrajeron   los   carpelos   (150mg),   se   congelaron   inmediatamente   en   nitrógeno   líquido   y   se 
guardaron   a   ­80ºC.   Para   llevar   a   cabo   el   estudio   del   cuajado   partenocárpico   del   fruto   se 
emascularon las flores dos días antes de la antesis y se polinizó en antesis la variedad control 
UC82. Se seleccionaron los estadios de antesis y 3DPA, y se recogieron flores en tres semanas 
























La sustracción de genotecas  se   realizó  a  partir  de ARNm procedente de flores  de  la 
variedad  UC82   en   los   estadios   de   antesis   y   3DPA.  La   extracción  de  ARN   total   se   realizó 
siguiendo el protocolo descrito por Bugos y colaboradores (1995),  basado en una precipitación 
selectiva con LiCl. El ARNm se purificó mediante columnas de oligo(dT)­celulosa siguiendo el 
protocolo   descrito   en   kit   ARNm   Purification   Kit   Amersham   Pharmacia   Biotech   (Freiburg, 
Alemania). A partir de este material se realizó la sustracción de genotecas con el kit Clontech 






















consiguió   la  creación de híbridos   tester1­tester2R.  A parte  de este   tipo  de moléculas,  en   la 
muestra final, se obtuvieron híbridos, tester1­tester1, tester2R­tester2R, tester1­driver, tester2R­
driver (Figura 13).
6) Amplificación 1.  Tras  estos  pasos  de  hibridación se produce  la  amplificación de  los 


























(Sigma­Aldrich,   Saint   Louis,   EEUU).   El   ARN   total   fue   incubado   con   DNAse   I   (Roche, 









reacciones   de   PCR   cuantitativa   se   realizó   por   triplicado.   Una   vez   obtenidas   las   curvas   de 
amplificación se calculó la eficiencia de cada reacción con el programa DART­PCR 1.0 (Peirson 
et   al,   2003;  http://www.gene­quantification.de/peirson­dart­version­1.pdf).   Con   este   dato   se 
calculó la expresión relativa de cada uno de los genes, con el algoritmo descrito por Liu y Saint 





































































































en   4   estadios   de   desarrollo:   botón   floral,   pre­antesis,   antesis   y   3DPA,   utilizando   los   tres 
replicados  biológicos.  Se  emplearon  la  variedad  UC82 y   la   línea  RP75/59.  Para   analizar  el 
cuajado partenocárpico del fruto se analizaron carpelos en dos estadios de desarrollo: antesis 










hibridaciones  de más  de  70 muestras,  que  incluyen diversos   tejidos  en  distintos  estadios  de 
desarrollo.  En  este   ensayo  hibridaron  cada  muestra  por   triplicado  con  el  Affymetrix  ATH1 















diferenciales   y   no   lo   son,   FDR   (false   discovery   rate).   El   FDR   se   estima   analizando 
permutaciones de los datos. Por último el valor umbral para considerar un gen diferencialmente 
expresado se ajusta en función del FDR con que se desee trabajar. Al analizar los microarrays de 










y las secuencias de  Arabidopsis  de la TAIR6. Se empleó el método “all­against­all  BLAST”. 















(carpelos  en el  estadio 12),  ATGE_45  (carpelos  en el  estadio 15),  ATGE_76 (silicuas  en el 
estadio 3), ATGE_77 (silicuas en el estadio 4) y ATGE_78 (silicuas en el estadio 5) se aislaron 














Se   realizaron  36  hibridaciones  distintas   a  partir   de   carpelos   en  distintos   estadios  de 
desarrollo.  Para   cada  variedad  se  hicieron   triplicados  de   los  estadios  de:  botón,  pre­antesis, 
antesis, 3DPA, antesis emasculada y 3DPA emasculada.  El  dato bruto de la hibridación de los 











cuajado  normal   del   fruto   se   definió   una   regresión   cúbica,   puesto  que   se   tenían  4   estadios 
temporales. Para el análisis del cuajado partenocárpico del fruto se empleó una regresión lineal, 
puesto que se trabajaba con dos estadios temporales. Posteriormente, el modelo definido se ajusta 






















Gene   Onthology   terms   (términos   GO)   (Ashburner  et   al,   2000).   Los   términos   GO   se 
desarrollaron para proporcionar información lo más precisa posible de la función de los genes. 
Por   ello   y   para   evitar   inexactitudes   debido   a   la   traducción   al   español,   en   esta   tesis   se   ha 
mantenido la nomenclatura original en inglés. Los términos GO se organizan en tres categorías: 








anotación   de   la   base   de   datos   del   TIGR   (LeGI   11.0),   unas   vez   determinado   mediante 
comparaciones BLAST contra la base de datos de TIGR a qué gen correspondía cada uno de los 
clones  de   la  genoteca.  Se  calculó   el  porcentaje  de  genes  para  cada   término GO en nuestra 
genoteca y en todos los genes de la base de datos.
El análisis funcional del Affymetrix ATH1 Arabidopsis Array se hizo con el programa 
Babelomics (Al­Shahrour  et al,  2006) en el servidor  informático del Centro de Investigación 





















A diferencia  de   lo  que  ocurría  en  Arabidopsis,  en  el  caso  del  Affymetrix  GeneChip 
Tomato Array la anotación que proporcionaba Affymetrix únicamente cubría alrededor del 15% 
de   los   genes   representados.   Este   porcentaje   es   insuficiente   para   poder   realizar   un   análisis 
funcional a nivel global, por ello  se re­anotó el microarray empleando el programa Blast2GO 
(Conesa  et   al,   2005).   para   llevar   a   cabo   la   anotación   primero   se   realiza   un   BLAST   para 













distintos  grupos  de  genes  diferenciales  para   tener  una  visión  general  de   todos   los  procesos 















sido   capaces   de   madurar.  Para   caracterizar   los   frutos   se   tomaron   datos   de   peso,   diámetro 


























crear  una  subgenoteca  enriquecida  en  genes  presentes   tras   la   fecundación que no estuvieran 
expresándose   durante   la   antesis.   En  Arabidopsis,  mediante   el   estudio   de   los   datos   de 
hibridaciones de microarrays del experimento AtGenExpress, se aislaron genes regulados durante 
el  cuajado.  Para  determinar  el  grado de conservación de   los  genes  entre  ambas  especies  se 
comparó la expresión génica de los genes aislados mediante los dos procedimientos. Además, se 





































Contig Clones Código TIGR Anotación según el TIGR
B_E11 10 *TC180501 UP|Q7M222_LYCES (Q7M222) Probable proteinase inhibitor 
precursor, partial (92%)
D_H11 7 TC187752 Homologue to gb|AF036490,1| Acorus gramineus large 
subunit 26S ribosomal RNA gene, partial (13%)
E_E11 6 AW040934 H3 histone H3R­11 {Oryza sativa} EGAD|131482|140407
E_G04 5 TC170348 UP|IP22_LYCES   (Q43710)  Proteinase   inhibitor   type­2  TR8 
precursor (Proteinase inhibitor type II TR8), complete
B_C11 3 TC187973 Homologue to UP|Q9ZR68_TOBAC (Q9ZR68) Aquaporin 1, 
partial (58%)
D_C05 3 TC170294 UP|METM_LYCES   (P43282)   S­adenosylmethionine 





Contig Clones Código TIGR Anotación según el TIGR
C_G01 3 TC183252 UP|RL38_LYCES   (P46291)   60S   ribosomal   protein   L38, 
complete
D_H05 3 AA824870 Homologue   to   GB|DQ191669,1   Solanum   tuberosum 
ribosomal protein S6­like protein mRNA
B_H06 3 TC170179 Similar to UP|RL18_ARATH (P42791) 60S ribosomal protein 
L18, complete
E_G02 3 TC189949 Similar   to   UP|Q5W1I1_NICGL(Q5W1I1)   Putative   ML 
domain protein (Fragment)
A_F02 3 *TC170549 UP|SYST_LYCES (P27058) Systemin precursor, complete
A_F12 3 *TC175253 Homologue to UP|Q2V9A7_SOLTU (Q2V9A7) Cyclophilin 
ROC7­like, partial (97%)
B_E01 3 *TC183105 Homologue  to  UP|Q45TE3_TOBAC (Q45TE3)  Senescence­
associated protein, partial (34%)
A_A06 3 *TC185802 Similar   to   UP|Q38806_ARATH   (Q38806)   AtHSP22,0 
precursor (Heat shock protein 22,0), partial (51%)
D_B08 2 TC172422 Weakly   similar   to   UP|Q9SW12_ARATH   (Q9SW12)   Acid 
phosphatase­like protein, partial (41%)
D_C06 2 TC189707 Homologue   to   UP|Q9XE59_SOLTU   (Q9XE59) 
Phosphoglycerate mutase, partial (17%)
D_B10 2 TC175597 Similar   to  UP|Q8L934_ARATH   (Q8L934)  Nucleoid  DNA­
binding­like protein, partial (47%)
D_G11 2 TC189813 Similar   to   UP|Q2HVE6_MEDTR   (Q2HVE6)   Zinc   finger, 
C2H2­type, partial (12%)
E_D09 2 BG129307 Extensin­like   protein   {Solanum   tuberosum}   PIR|T07176|
T07176 extensin homologue­potato (fragment)
E_F04 2 TC176996 Homologue to UP|B2_DAUCA, B2 protein, partial (71%)
A_A02 2 TC169901 UP|Q8VWL8_LYCES   (Q8VWL8)   Beta­mannosidase 
enzyme, complete
A_E01 2 TC174179 Similar   to   UP|Q6YCG3_VITVI   (Q6YCG3)   Wound­induced 
protein­like (Fragment), partial (31%)
E_C08 2 TC177353 Similar   to   UP|Q94G86_OLEEU   (Q94G86)   Beta­1,3­
glucanase­like protein, partial (32%)
E_D05 2 TC172590 Similar   to  RF|NP_916542,1|34910390|NM_191653 ribosomal 
protein L28­like {Oryza sativa}partial (98%)





Contig Clones Código TIGR Anotación según el TIGR
B_B12 2 TC171658 Homologue   to  UP|Q307Z5_SOLTU  (Q307Z5)  Deacetylase­
like protein, complete
B_C04 2 TC179011 Similar   to   RF|NP_195169,3|30690036|NM_119608 
ATSWI3C; DNA binding {Arabidopsis thaliana}, partial (5%)
A_E02 2 TC170474 Homologue   to   UP|Q308A0_SOLTU   (Q308A0)   P40­like 
protein, partial (89%)
A_G07 2 TC169927 UP|Q8GT67_LYCES   (Q8GT67)   Xyloglucan­specific   fungal 
endoglucanase inhibitor protein, complete
B_A11 2 TC170047 Homologue   to   UP|Q8GT37_SOLTU   (Q8GT37)   Tuber­
induction protein (Fragment), partial (9%)
B_B06 2 TC170987 Similar   to   UP|Q94BU8_ARATH   (Q94BU8) 
AT5g28050/F15F15_120, partial (97%)
B_F05 2 BI210647 Similar to GP|5579094|gb|AAD45425,1| gibberellin 2­oxidase 
{Pisum sativum}, partial (17%)
B_H08 2 TC174895 Homologue   to   UP|Q33W67_9GAMM(Q33W67)   Flagellar 
FliF M­ring protein
D_A06 2 TC184407 Similar to UP|Q2P9V0_9MAGN (Q2P9V0) Soluble inorganic 
pyrophosphatase, partial (82%)
D_A09 2 TC177701 Similar   to   UP|Q40380_NICAL   (Q40380)   Arabinogalactan­
protein precursor, partial (83%)
B_F11 2 DV105017 Similar to ubiquitin conjugating enzyme E2, mRNA
F_F11 2 TC172378 Homologue   to   UP|H2B_GOSHI   (O22582)   Histone   H2B, 
partial (96%)
B_G11 2 TC189580 UP|Q9M5A8_LYCES (Q9M5A8) Chaperonin 21 precursor
F_E10 2 TC183832 gb|U82638,1|NTU82638   Nicotiana   tabacum   small   subunit 
ribosomal RNA gene,  mitochondrial  gene for mitochondrial 
RNA, complete sequence, partial (64%)
B_G10 2 *TC180002 Homologue   to   UP|Q948Z4_SOLTU   (Q948Z4)   Snakin­1, 
complete
F_B09 2 *TC172546 Weakly similar to GB|AAM66090,1|21595314|AY088558 cold 
acclimation   protein   WCOR413­like   protein   {Arabidopsis 
thaliana}, partial (92%)
E_D04 1 *TC180398 Weakly similar to MTN3 homolog, partial (71%)























































el   transcriptoma a partir  de  los datos del proyecto AtGenExpress  (Schmid  et al,  2005).  Este 
proyecto   pretende   proporcionar   un   atlas   de   la   expresión   génica   en   la   especie   modelo 
Arabidopsis,  contiene datos de más de 70 hibridaciones del microarray ATH1 de Affymetrix. 
Las   hibridaciones   se   han   realizado   a   partir   de   diferentes   tejidos   en   distintos   estadios   de 
desarrollo.  Los  datos  ya  normalizados  están  disponibles   en   la   base  de  datos  AtGenExpress 







Los   genes   expresados   diferencialmente   se   identificaron   mediante   un   análisis   SAM 




tres   comparaciones   y   eliminar   los   genes   duplicados   se   identificaron   1879   genes   regulados 









Análisis SAM 1 SAM 2 SAM 3
Grupo A Atge_37 Atge_45 Atge_37
Grupo B Atge_45 Atge_76 Atge_76
Genes significativamente positivos 398 632 1180
Genes significativamente negativos 116 406 645
Genes no significativos 22296 21769 20985
Diferencias de expresión mínimas 4 4 4
Δ 3 1,99 1,55
Nº de falsos significativos (90%) 1,59 0,98 0,49
1.3 Comparación de la expresión génica en tomate y    Arabidospsis 




(LeGI11.0).  Los   genes   se   consideraron   ortólogos   cuando   en   el   BLAST   de   tomate   contra 
Arabidopsis y en el BLAST de Arabidopsis contra tomate el primer resultado fue recíproco, es 
decir, el primer resultado de un BLAST era la secuencia problema del otro y viceversa. De esta 

















se  habían  considerado  diferenciales.  Por  ello,  para  determinar   la  correlación  entre   tomate  y 










A_D05 *TC177661 AT2G34700 Weakly similar to UP|Q6QNA3_CAPAN (Q6QNA3) 
Proline­rich protein 1, partial (48%)
C_C02 *TC171919 AT4G35770 Similar   to   UP|Q45TE3_TOBAC   (Q45TE3) 
Senescence­associated protein, partial (83%)
E_E05 *TC170845 AT5G06860 UP|Q40160_LYCES   (Q40160)   Polygalacturonase 
inhibitor protein precursor, complete
F_G01 *TC174950 AT1G18250 Similar   to  UP|TLPH_ARATH (P50699)  Thaumatin­
like protein precursor, partial (93%)
D_C11 *BP892749 AT1G54050 Homologue   to   gb|AF399821,1     Lycopersicon 
peruvianum small heat stress protein class III
A_F06 TC171720 AT3G24500 UP|Q9SWW1_LYCES   (Q9SWW1)   Ethylene­
responsive transcriptional coactivator, complete













real.  Para seleccionar   los  genes cuya expresión iba a ser comprobada en tomate,  primero se 
agruparon   los   genes   de  Arabidopsis  en   función   de   su   patrón   de   expresión.   Luego   se 
seleccionaron genes al azar dentro de cada uno de los grupos, de manera que, en nuestro análisis 
se   incluyeron   genes   que   representaban   los   diversos   patrones   de   expresión   existentes   en 
Arabidopsis.
Cuando se realizó el análisis cluster en función del nivel de expresión para agrupar los 






























9  genes   respectivamente,   incluyendo genes  con  un  pico  en  el  nivel  de  expresión  durante  el 
























Por  último,   de   los   86  genes  del   cluster   7   se   probaron  6,   tres   de   los   cuales   se   expresaban 
diferencialmente en tomate.
En total, de los 37 genes analizados, 29 se expresaban diferencialmente en tomate (Figura 
17).   Estos   29   genes   presentaban   patrones   de   expresión   diversos,   algunos   estaban   sobre­
expresados   durante   la   pre­antesis   y   la   antesis,   otros   durante   los   últimos   estadios,   y   otros 
presentaban   un   pico   de   expresión   en   los   estadios   intermedios.   A   pesar   del   alto   grado   de 
conservación entre  Arabidopsis  y tomate (el 78% de los genes expresados diferencialmente en 





















































organización   de   los   cromosomas,   respuestas   de   defensa,   respuestas   al   calor,   ciclo   celular, 
fotosíntesis,   espermatogénesis  y   envejecimiento.  También  se  detectó   un  empobrecimiento  en 
genes relacionados con: transporte, regulación de la transcripción ADN dependiente, transporte 




con   el   programa  FatiGO   (Al­Shahrour  et   al,   2004),   este   programa   es  capaz  de   extraer   los 
términos GO significativamente sobre o sub­representados en un grupo de genes con respecto a 
un grupo de referencia mediante la aplicación de un test de Fisher. Con este procedimiento se 
identificaron   los   términos   GO   sobre   y   sub­representados   en   los   genes   diferencialmente 
expresados durante el cuajado del fruto de Arabidopsis, según el análisis SAM, con respecto a el 
resto de genes presentes en el microarray (Tabla 6).







Response to temperature stimulus 0,90% 5,29% 4,97E­003 4
Regulation of transcription, DNA­dependent 15,22% 35,36% 6,98E­003 8
Protein biosynthesis 7,83% 0,65% 1,62E­002 6
Response to oxidative stress 0,90% 4,33% 3,35E­002 4
Response to pest, pathogen or parasite 2,20% 6,73% 4,73E­002 4
Los   términos  GO sobre­representados   incluían genes   relacionados  con  la   respuesta  a 






de   genotecas   en   tomate.   Cuando   se   realizó   este   mismo   análisis   comparando   los   genes 
diferenciales   con   ortólogo   con   respecto   al   total   de   genes   con  ortólogo   representados   en   el 
microarray se obtuvieron resultados redundantes a los anteriores (Tabla 7).
Tabla  6.  Comparación  de   los   términos  GO  referidos   a   proceso  biológico   con   el   programa 
FatiGO.
Proceso biológico Microarray Diferenciales Adj. pvalor Nivel
Response to heat 0,38% 2,22% 4,16E­006 4
Cell wall modification 1,19% 4,71% 2,38E­005 7
Regulation of transcription, DNA­dependent 18,35% 29,74% 3,75E­004 8
Response to gibberellic acid stimulus 0,77% 2,44% 1,76E­003 5
Response to auxin stimulus 1,66% 3,84% 2,95E­003 5
Response to jasmonic acid stimulus 0,84% 2,44% 3,11E­003 4
Response to desiccation 0,04% 0,70% 3,39E­003 5
Ribosome biogenesis 2,03% 0,00% 4,80E­003 7
Macromolecule catabolism 3,35% 1,16% 8,74E­003 5
Cell proliferation 0,09% 0,78% 9,00E­003 4
RNA metabolism 3,46% 1,05% 1,04E­002 6
Lipid transport 0,78% 2,21% 1,09E­002 5
Intracellular transport 4,42% 1,98% 1,35E­002 5
Stomatal complex morphogenesis 0,01% 0,47% 1,93E­002 5
Coenzyme metabolism 1,64% 0,15% 2,58E­002 6
Ageing 0,41% 1,37% 2,61E­002 3
Microsporogenesis 0,09% 0,98% 2,98E­002 7
Anthocyanin metabolism 0,24% 3,92% 3,33E­002 9
Response to salicylic acid stimulus 0,78% 2,00% 3,81E­002 4
Translation 2,34% 0,39% 4,48E­002 7

















de   desarrollo,   mediante   el   análisis   del   transcriptoma   de   carpelos   en   diferentes   estadios   de 
desarrollo, de dos líneas de tomate (UC82 y RP75/59) (Pascual  et al, 2009) (Anexo 4). Como 
variedad  control   se   empleó  UC82,  que   se   caracteriza  por   su  alto   porcentaje   de   cuajado  en 
condiciones   ambientales   favorables,   y   que   es   incapaz   de   producir   frutos   de   características 







desarrollo   seleccionados  para   el   análisis   fueron  cuatro:  botón   floral   (botón,   longitud  de   los 
pétalos entre 4,5 y 7 mm), de botón floral a pre­antesis (pre­antesis, longitud de los pétalos entre 
7,5 y 9mm), antesis (momento de la apertura de los pétalos y liberación del grano del polen) y 
3DPA (3 días  post  antesis).  El   transcriptoma se caracterizó  hibridando el  GeneChip  Tomato 
Genome Array  de  Affymetrix,  que  permite  conocer   la  expresión  de  aproximadamente  9200 
transcritos.   Se   realizaron   tres   replicados   biológicos   de   cada   uno   de   los   cuatro   estadios   de 
desarrollo analizados. Los resultados de las hibridaciones se normalizaron y la expresión génica 





ruido   de   fondo   (Figura   21).   En   todos   los   estadios   analizados   los   replicados   biológicos   se 











maSigPro   (Conesa  et   al,   2006).   Este   programa   está   especialmente   diseñado   para   analizar 
experimentos de microarrays en los que una de las variables es el tiempo. Primero el usuario 
define los factores que diferencian las distintas hibridaciones, en nuestro caso había un factor 
temporal  que  tiene cuatro niveles   (botón,  pre­antesis,  antesis  y  3DPA) y un factor  de fondo 


















































La   variedad   RP75/59   se   caracteriza   por   su   capacidad   de   producir   frutos   incluso   en 
ausencia de fecundación y polinización. Sin embargo, en las condiciones ambientales en que se 
desarrolló   el   ensayo   es   capaz   de   producir   frutos   con   semillas.   Se   considero   interesante 
determinar   si   en   estas   condiciones   existían   alteraciones   en   el   desarrollo   del   carpelo, 
potencialmente relacionadas con la capacidad partenocárpica de esta variedad. Para identificar 
estas diferencias se comparó el transcriptoma de RP75/59 con el de la variedad control UC82, 
que   es   incapaz   de   producir   frutos   en   ausencia   de   polinización   y   fecundación.   Los   genes 
diferencialmente expresados en esta línea fueron los agrupados en las variables TIME RP75/59 y 
































Para   validar   los   resultados   obtenidos   en   el   análisis   del   microarray   se   comprobó   la 
expresión de 11 genes diferencialmente expresados a lo largo del desarrollo normal del carpelo 










Figura 24.  Correlación entre   la  expresión génica según el  microarray y  la  expresión génica 





Una   vez   identificados   los   genes   regulados   a   lo   largo   del   desarrollo   del   carpelo   es 
necesario conocer la función de los mismos. Sin embargo la anotación, de los 9200 transcritos 









en   6435   secuencias   y   se   pudieron   asignar   términos   GO   a   4833   secuencias   (Figura   25A). 
Finalmente, con este sistema se consiguieron asignar términos GO a 6121 secuencias (Anexo 7) 










anotar   términos  hasta   el   nivel   11.  En   la   categoría  de  componente   celular   se   anotaron  5123 
términos, casi todos pertenecientes al nivel 5, aunque se llegaron a anotar términos de nivel 8. En 




Figure 25.  A.  Asignación de   términos  GO en  función de   los  dominios  de  proteína,  con  el 













(variable  TIME).  Usando   el   programa  FatiGO   se   pudo  determinar   qué   procesos   biológicos 
estaban significativamente sobre y sub­representados con respecto al resto de genes presentes en 
el  microarray (Tabla 8).  Estos procesos son los  implicados  en el  desarrollo del carpelo.  Los 
términos   GO   sobre­representados   fueron:   regulación   de   ciclo   celular   y   regulación   de   la 
progresión   del   ciclo   celular.   Entre   los   términos   sub­representados   se   encontraron   términos 
relacionados   con:   el   metabolismo   de   RNA,   biopolímeros   y   macromoléculas,   y   transporte 
mediado por vesículas.
Tabla  8.  Términos  GO relacionados  con proceso  biológico,   significativamente  sobre  o sub­
representados, en los genes regulados a lo largo del desarrollo del carpelo, con respecto al resto 
de genes del microarray.
Proceso biológico TIME Microarray Adj. pvalor Nivel
Biopolymer metabolic process 18,00% 27,06% 9,51E­007 4
mRNA metabolic process 0,00% 2,18% 3,20E­005 6
mRNA processing 0,00% 2,43% 8,05E­004 7
RNA metabolic process 4,52% 8,94% 1,70E­003 5
RNA splicing 0,14% 2,61% 1,70E­003 7
Macromolecule metabolic process 41,26% 48,71% 2,92E­003 3
Biopolymer catabolic process 1,04% 3,30% 1,17E­002 5
RNA   splicing,   via   transesterification   reactions 
with bulged adenosine as nucleophile
0,00% 4,89% 1,94E­002 9
RNA splicing, via transesterification reactions 0,00% 2,51% 2,03E­002 8
Regulation of cell cycle 1,98% 0,52% 3,26E­002 5
Regulation of progression through cell cycle 2,14% 0,57% 3,26E­002 6
RNA processing 1,53% 3,84% 4,31E­002 6




lo   largo  del   desarrollo  del   carpelo,   se  determinaron   los   términos  GO  representados  por  un 
porcentaje de genes superior al 2%. Entre estos nuevos términos, además de procesos claramente 
relacionados   con   el   ciclo   celular,   se   encontraron   genes   relacionados   con:   metabolismo   de 





Los  porcentajes  de   los   términos  GO  representados  por  más   de  un  2% de   los   genes 
expresados de manera diferente entre las dos líneas se muestran en la Figura 27. La mayoría de 
los   términos  estaban  también presentes  en  los  genes   regulados  a   lo   largo del  desarrollo  del 
93
Resultados



















Sonda del microarray Descripción del gen Botón preAnt Ant 3DPA
GRUPO 1
Cell cycle arrest




9,86 8,6 7,93 10,17
Cell division related
LesAffx.67274.1.S1_at Aurora kinase b 7,1 6,36 6,45 7,96
G2/M transition of mitotic cell cycle
Les.3713.1.S1_at Cyclin­dependent kinase 11,2 9,74 7,14 11,25
M phase of meiotic cell cycle




9,91 9,26 9,4 10,09




12,08 11,61 11,75 12,46
Regulation of progression through cell cycle
Les.103.1.S1_at Type­a like cyclin 10,12 8,81 8,2 10,38
Les.104.1.S1_at Cyclin 2b protein 8,3 6,89 5,69 8,48
Les.105.1.S1_at Type­b cyclin 7,85 6,79 6,34 7,97





Sonda del microarray Descripción del gen Botón preAnt Ant 3DPA
Regulation of progression through cell cycle
Les.169.1.A1_at Type­b cyclin 4,94 4,15 4,07 5,14
Les.169.1.S1_at Type­b cyclin 8,65 6,8 4,09 9,32
Les.3055.1.S1_at Cyclin d3­2 12,2 11,57 10,09 11,28
Les.351.1.S1_at Cyclin­dependent kinase 10,46 8,98 7,26 11,11
Les.3519.1.S1_at Cyclin d3­2 11,48 10,56 9,47 12,28
Les.3520.1.S1_at Cyclin d3­2 11,72 10,71 9,82 12,6
Les.4444.1.S1_s_at Cyclin d 10,72 10,11 8,31 9,8
Les.5343.1.S1_at Cell division control protein 6 7,91 6,65 6,21 8,41
Les.5346.1.S1_at CDC2+CDC28­related protein kinase 9,11 8,67 8,96 9,6
Les.5569.1.S1_a_at Protein phosphatase 2 9,8 9,42 9,51 10,2
LesAffx.19390.1.S1_at CCNB2_MEDVAG2 mitotic­specific 
cyclin­2 (b­like cyclin)
9,26 8,32 6,95 9,54
LesAffx.4297.1.S1_at Mitotic cyclin 10,03 8,55 5,06 9,8
Les.2949.1.S1_at PCNA2 proliferating cell nuclear 
antigen 2




11,16 10,09 9,71 11,23
Les.4978.1.S1_at DNA replication licensing factor 11,23 10,2 9,88 11,15
GRUPO 2
Cell division related
Les.2123.2.S1_at Regulator of chromosome expressed 7,77 8,68 8,44 7,3
Les.5200.1.S1_at Regulator of chromosome rcc1 9,78 9,93 9,94 9,03
Les.5878.1.S1_at MEI2­like protein 9,9 9,9 10,57 9,77
Cell cycle peptidylprolyl isomerase
Les.5275.1.S1_at TRP­containing protein 9,37 9,47 10,18 9,58
Cyclin h






se  investigaron  los  genes relacionados con hormonas regulados  a  lo   largo del  desarrollo  del 
carpelo (TIME) se encontraron más de 100 genes con expresión diferencial (Tabla 10).
Se   detectaron   40   genes   relacionados   con   auxinas   (Tabla   10)   que   incluían   genes   de 
síntesis, de respuesta y de transporte de la hormona. En cuanto al patrón de expresión de estos 
genes no se detectó ninguna tendencia general. También se detectaron 20 genes relacionados con 













durante  la  antesis  y  el  grupo 2  formado por  cuatro genes  claramente   inhibidos  durante este 




Tabla  10.  Nivel  de  expresión  según el  microarray  de   los  genes   relacionados  con hormonas 
diferencialmente expresados a lo largo del desarrollo del carpelo (TIME) en UC82.




4,11 3,71 3,75 7,18
LesAffx.65348.1.S1_at Anthranilate synthase alpha subunit 9,61 8,87 8,43 9,34
Les.561.1.A1_at Auxin efflux carrier family protein 7,79 8,15 8,21 7,36
Les.5177.1.S1_at Auxin­responsive gh3­like protein 4,76 6,08 5,48 6,14
Les.256.1.S1_s_at Aux/iaa protein 10,37 10,52 11,26 10,7
Les.3052.2.S1_at Nucleoside diphosphate kinase 2 9,96 9,29 8,47 10,03
LesAffx.49488.1.S1_at Auxin­responsive family protein 4,62 5,09 5,84 4,31
LesAffx.5977.1.S1_at ROP family GTPase 10,38 10,11 9,36 10,59
Les.3216.1.S1_at Auxin conjugate hydrolase 9,09 10,73 9,28 10,36
Les.5421.1.S1_at IAA amidohydrolase 8,88 9,66 9,22 9,26
Les.3768.1.S1_at Aminopeptidase p 10,72 11,1 11,49 10,78
Les.4473.1.S1_at Spermine synthase 9,23 9,41 9 7,54
Les.5814.1.S1_at Inorganic pyrophosphatase 11,6 11,27 11,17 12,39
LesAffx.10520.1.S1_at Auxin efflux carrier family protein 4,71 4,44 4,53 5,31
LesAffx.46368.1.S1_at Aux1­like permease 9,54 10,13 11,38 9,89
LesAffx.52437.1.S1_at Auxin efflux carrier family protein 5,07 6,41 7,77 5,77
Les.5286.1.S1_at Auxin response factor 10,1 8,07 6,07 10,41
Les.5323.1.S1_at Auxin response factor 11,11 10,53 10,04 11,21
Les.123.1.S1_at Auxin­induced protein 5,87 7,57 6,05 4,61
Les.4501.1.S1_at Auxin­induced protein 5,9 5,46 5 5,96
Les.5138.1.S1_at Auxin­induced protein 11,3 10,87 10 10,31
LesAffx.1251.1.S1_at Auxin­regulated protein 7,88 8,72 8,06 6,63
LesAffx.15284.1.S1_at Auxin­repressed protein 11,62 12,71 13,67 10,32
Les.4087.1.S1_at Auxin­responsive protein IAA8 11 12,18 12,4 10,94
Les.192.2.S1_at Dormancy auxin associated family 
protein
9,01 10,05 11,68 9,13
LesAffx.2303.1.S1_at Aldo keto reductase family 7,4 7,99 8,08 6,8
Les.165.1.S1_at Stem­specific proteinexpressed 11,7 11,8 11,69 10,49
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Tabla  10.  Nivel  de  expresión según el  microarray  de   los  genes   relacionados  con hormonas 
diferencialmente expresados a lo largo del desarrollo del carpelo (TIME) en UC82 (cont.).
Sonda del microarray Descripción del gen Botón preAnt Ant 3DPA
AUXINAS
Les.2938.2.S1_at Hypothetical plant protein 8,78 8,98 8,62 9,81
Les.4383.1.S1_at Metallocarboxypeptidase inhibitor 4,92 5,91 12,42 10,25
LesAffx.6614.2.S1_at Membrane protein 5,71 6,02 5,05 4,5
Les.207.1.S1_at Aluminum­induced protein 11,79 13,11 13,73 11,97
Les.3623.1.S1_at SAR1 gtp­binding secretory factor 10,43 10,73 10,46 11,18
Les.3707.1.A1_at Auxin­responsive protein IAA2 4,94 4,59 4,53 5,94
Les.3707.1.S1_at Auxin­responsive protein IAA2 6,38 5,61 4,68 7,95
Les.4097.1.S1_at Auxin­regulated protein 8,54 9,16 10,03 7,03
Les.5154.1.S1_at Vesicle­associated 
membranesynaptobrevin 7b
11,93 11,99 12,42 11,67
Les.5312.1.S1_at GH3­like protein 8,18 9,11 8,58 7,75
LesAffx.33224.1.S1_at MYB transcription factor 6,48 6,19 5,72 6,05
LesAffx.53591.1.S1_at MYB­related transcription factor 9,23 10,78 9,4 9,47




10,25 10,32 10,5 9,59
Les.5791.1.S1_at Chitin­inducible gibberellin­
responsive protein
8,88 8,37 8,51 9,21
LesAffx.26970.1.S1_at Chitin­inducible gibberellin­
responsive protein
4,59 5,4 5,74 4,6
LesAffx.60966.2.S1_at Chitin­inducible gibberellin­
responsive protein
8,84 9,57 9,65 8,21
Les.4335.2.S1_at Gibberellin 2­oxidase 4,26 5,76 7,41 6,71
Les.63.1.S1_at Gibberellin 20­oxidase 3 8,04 6,8 5,75 8,12
Les.64.1.S1_at Gibberellin 20­oxidase 1 8,57 6,19 4,59 9,51
Les.65.1.S1_at Gibberellin 20­oxidase 2 8,74 7,52 5,62 6,87
Les.10.1.S1_at Gibberellin 3 beta­hydroxylase 6,33 7,6 7,51 7,47
Les.9.1.S1_at Gibberellin 3 beta­hydroxylase 7,41 8,78 10,33 7,07
LesAffx.71330.1.S1_at Gibberellin 3­oxidase 4,49 4,29 5,54 4,5
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Tabla  10.  Nivel  de  expresión  según el  microarray  de   los  genes   relacionados  con hormonas 
diferencialmente expresados a lo largo del desarrollo del carpelo (TIME) en UC82 (cont.).
Sonda del microarray Descripción del gen Botón preAnt Ant 3DPA
GIBERELINAS
LesAffx.344.2.S1_at GAST1 protein homolog 11,41 12,18 13,83 12,33
Les.5855.1.S1_at 2­oxoglutarate­dependent dioxygenase 11,55 11,78 12,28 11,85
Les.5621.1.S1_at GA 2­oxidase 8,77 8,15 6,59 8,05
Les.3625.1.S1_at GASA5­like protein 10,69 9,55 8,16 10,88
Les.4766.1.S1_at GAST1 protein homolog 10,86 11,03 10,15 11,55
Les.827.1.S1_at gasa5­like protein 12,35 12,31 10,85 10,25
LesAffx.14450.1.S1_at gip1­like protein 11,03 10,42 7,48 8,04
LesAffx.16672.1.S1_at cxe carboxylesterase 7,23 7,46 9,28 7,47
LesAffx.344.5.S1_at gast1 protein homolog 12,11 12,72 14,03 12,8
LesAffx.66713.1.S1_at FPF1 protein 6,35 6,36 8,85 5,78
ETILENO
Les.354.1.S1_at KNAT3 homeodomain protein 9,93 10,45 10,51 9,17
Les.3067.3.S1_at S­adenosylmethionine synthetase 11,59 12,5 11,42 12,37
Les.5917.1.S1_at ACC oxidase ACO5 6,53 7,54 7,28 4,94
LesAffx.64946.1.S1_at AP2­domain dna­binding protein 9,36 8,65 5,11 7,72
Les.3465.1.S1_at Ethylene receptor 6,24 5,92 7,71 7,34
Les.35.1.S1_at Ethylene receptor 7,1 7,21 8,98 8,08
Les.3500.1.S1_at Ethylene receptor 9,46 9,51 9,01 7,87
Les.36.1.S1_at Ethylene receptor 9,95 10,66 11,7 10,76
Les.85.1.S1_at Ethylene receptor 9,54 9,66 11,08 9,87
LesAffx.51274.1.S1_at Ethylene response factor 5 9,87 9,75 9,06 8,02
Les.3573.1.S1_at Ethylene responsive element binding 
factor 2
9,39 9,87 10,25 8,64
Les.4140.1.S1_at Ethylene responsive element binding 
factor 2
11,53 11,64 11,8 10,49
Les.444.1.S1_at Ethylene­responsive element binding 
protein
12,34 12,51 13,19 12,04
LesAffx.67113.1.S1_at Ethylene­responsive family protein 11,28 11,37 10,94 10,36
Les.1498.1.S1_at Fiber proteinexpressed 7,71 8,11 8,56 7,74
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Tabla  10.  Nivel  de  expresión según el  microarray  de   los  genes   relacionados  con hormonas 
diferencialmente expresados a lo largo del desarrollo del carpelo (TIME) en UC82 (cont.).
Sonda del microarray Descripción del gen Botón preAnt Ant 3DPA
ETILENO
Les.4233.1.S1_at Universal stress proteinfamily protein 4,66 5,88 6,08 4,48
Les.4139.1.S1_at AP2 transcription factor 6,77 6,24 7,64 6,23
Les.4965.1.S1_at UPF0326 proteinexpressed 9,59 10,61 11,7 10,07
Les.3627.1.S1_at 2­oxoglutarate­dependent 6,25 8,89 10,47 6,74
LesAffx.1861.2.S1_at 2­oxoglutarate­dependent 5,29 7,02 7,83 6,85
Les.132.1.S1_at 1­aminocyclopropane­1­carboxylate 
oxidase
9,46 9,35 12,61 11,55
Les.3225.2.S1_at 1­aminocyclopropane­1­carboxylate 
oxidase
10,34 10,86 12,27 10,73
Les.1841.1.S1_at 1­aminocyclopropane­1­carboxylate 
synthase LeACS1A
6,94 7,91 9,11 9,45
Les.22.1.S1_at 12­oxophytodienoate reductase 10,83 11,37 11,11 10,21
Les.2747.2.S1_at 3­ketoacyl­thiolase 8,82 10,42 9,84 8,77
Les.3140.3.S1_at 3­keto­acyl­thiolase 2 7,9 9,59 8,8 7,95
Les.3632.1.S1_at Lipoxygenase 11,73 12,53 10,28 10,2
Les.3718.1.S1_at Allene oxide cyclase 11,75 12,58 10,26 11,52
Les.5312.1.S1_at GH3­like protein 8,18 9,11 8,58 7,75
Les.5841.1.S1_at 3­keto­acyl­thiolase 2 9,6 10,44 11,68 10,35
Les.5152.1.S1_at Mitogen­activated protein kinase 7,92 6,53 5,41 9,07
Les.126.1.S1_at Ethylene­responsive 11,04 10,4 9,8 10,91
Les.2517.2.S1_at Pyridoxine biosynthesis protein 10,24 10,33 8,18 9,64
Les.2721.2.S1_at Transcriptional coactivator­like protein 10,12 10,54 10,62 9,26
LesAffx.46368.1.S1_at Aux1­like permease 9,54 10,13 11,38 9,89
LesAffx.53591.1.S1_at MYB­related transcription factor 9,23 10,78 9,4 9,47
LesAffx.65348.1.S1_at Anthranilate synthase alpha subunit 9,61 8,87 8,43 9,34
CITOQUININAS
Les.170.1.S1_at Response to cytokinin stimulus 10,13 9,41 7,92 9,08
Les.3570.1.S1_at KNAT3 homeodomain protein 9,26 9,04 9,93 9,26
Les.5558.1.S1_at Response regulator 6 9,26 9,22 10,31 9,86
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Tabla  10.  Nivel  de  expresión  según el  microarray  de   los  genes   relacionados  con hormonas 
diferencialmente expresados a lo largo del desarrollo del carpelo (TIME) en UC82 (cont.).
Sonda del microarray Descripción del gen Botón preAnt Ant 3DPA
CITOQUININAS
Les.5790.1.S1_at ACT domain containingexpressed 7,89 8,31 9,36 8,83
Les.70.1.S1_at STM1 protein 10,61 11,06 11,66 10,27
LesAffx.26129.1.S1_at Two­component response 
regulatorexpressed
8,31 8,59 9,26 7,82
LesAffx.46686.1.S1_at KNAT3 homeodomain protein 6,71 7,36 7,46 6,11
LesAffx.70722.1.S1_at  TPA: a­type response regulator 7 9,04 9,49 9,96 9,09
ÁCIDO ABSCÍSICO
LesAffx.35945.1.S1_at Short­chain dehydrogenase reductase 10,09 9,5 8,01 9,9
LesAffx.8142.1.S1_at Abscisic acid­induced protein 10,7 10,86 10,84 9,85
Les.4655.1.S1_at MOSC domain protein 11,01 11,48 12,18 10,6
Les.112.1.S1_at Zeaxanthin epoxidase 9,38 9,77 10,99 8,9
Les.91.1.S1_at 9­cis­epoxycarotenoid dioxygenase 10,07 10,71 10,7 8,72
Les.23.1.S1_at 4 protein 4,75 5,76 8,95 6,73
Les.4684.1.S1_at CIPK­like proteinexpressed 9,41 9,85 10,9 10,41
LesAffx.17051.1.S1_at Basic helix­loop­helixfamily protein 7,86 8,1 5,4 6,53
LesAffx.33224.1.S1_at MYB transcription factor 6,48 6,19 5,72 6,05
LesAffx.344.5.S1_at GAST1 protein homolog 12,11 12,72 14,03 12,8
LesAffx.4388.1.S1_at Annexin 10,83 12,27 8,77 10,72




Las   diferencias   existentes   entre   el   cuajado   normal   del   fruto   en   tomate   y   el   cuajado 
partenocárpico se estudiaron empleando la variedad UC82, que es incapaz de producir frutos en 
ausencia de fecundación, y la línea RP75/59 partenocárpica facultativa, capaz de producir frutos 
con   semillas   si   las   condiciones   ambientales   lo   permiten.   Se   trabajó   bajo   condiciones   de 
invernadero, donde no existe polinización cruzada, y emasculando las flores de ambas líneas dos 













la   emasculación,   se   realizó   un   análisis   cluster   de   todas   las   hibridaciones   realizadas.   Se 
descartaron los genes más constantes del microarray, y se agruparon las muestras únicamente en 
función del nivel de expresión de los genes más variables, para evitar ruido de fondo (Figura 28). 
Las  muestras  se  agruparon por  estadios  y  dentro de  estos  por   líneas.  Dentro del  estadio  de 
antesis, se formaron dos grupos según la línea, y las muestras emasculadas de cada línea se 
agruparon separadas de las no emasculadas. Sin embargo, en el estadio de 3DPA se formaron dos 







y  3DPA (3 días  post  antesis).  Los  valores  de bootstrap únicamente se  muestran cuando son 
inferiores a 100.










diferente   nivel   de   expresión   en   cada   línea   (Figura   29).   En   total   se   detectaron   1830   genes 
diferencialmente expresados, la gran mayoría 1758 (1072+453+139+94) estaban regulados a lo 











fruto   y   el   cuajado   partenocárpico,   se   seleccionaron   los   758   (453+139+94+54+9+9)   que   se 























genes diferencialmente expresados  a   lo  largo del  cuajado partenocárpico (eTIME RP75/59 y 
eUC82 vs RP75/59) (Figura 31). La mayoría de los términos GO coincidían con los de los genes 
regulados a lo largo de todo el desarrollo del carpelo (variable TIME), pero se detectaron  tres 
nuevos   términos:   replicación   del   ADN,   procesado   del   ARN   y   síntesis   de   derivados   de 
aminoácidos. Uno de los términos, replicación del ADN, también se detectó en TIME RP75/59.





y   sub­representados   en   el   grupo   de   genes   regulados   diferencialmente   en   el   cuajado 
partenocárpico  del   fruto   con   respecto   al   resto   de  genes   representados   en   el  microarray.  La 
mayoría  de   los   términos  sobre­representados  estaban  relacionados  con  la  organización  de   la 
cromatina (ensamblaje de cromatina, ensamblaje de complejos ADN­proteína, organización de 
cromosomas, biogénesis y empaquetado del ADN) (Tabla 11).
Tabla   11.  Términos   GO   significativamente   sobre   o   sub­representados   en   los   genes 





Chromatin assembly 24,10% 4,67% 1,71E­005 9
Organelle organization and biogenesis 14,10% 5,75% 1,71E­005 4
Chromatin assembly or disassembly 13,89% 2,66% 1,71E­005 8
Establishment and/or maintenance of 
chromatin architecture
10,45% 2,24% 3,58E­005 7
Protein­DNA complex assembly 13,19% 2,99% 2,43E­004 8
Chromosome organization and biogenesis 
(sensu Eukaryota)
6,80% 1,68% 2,70E­004 6
Chromosome organization and biogenesis 6,34% 1,56% 2,70E­004 5
DNA packaging 6,80% 1,68% 2,70E­004 6
Macromolecular complex assembly 14,93% 5,89% 2,65E­003 7
Nucleoside diphosphate metabolic 
process
1,29% 0,00% 1,54E­002 6
3.3 Análisis de genes relacionados con el ciclo celular
En   el   análisis   anterior   se   detectaron   sobretodo   términos   GO   relacionados   con   la 
organización de la cromatina, que está estrechamente relacionada con la división celular. Para 
determinar si esto se debía a diferencias en la regulación del ciclo celular durante el cuajado 

















11,39 9,86 11,98 12,4








10,42 9,29 10,89 11,18
Les.5283.1.S1_at DNA replication licensing 
factor mcm5
10,54 9,18 10,91 11,2
G2/M transition of mitotic cell cycle
Les.3713.1.S1_at Cyclin­dependent kinase 8,36 7,1 10,47 11,32
M phase of meiotic cell cycle




9,63 8,93 9,75 10,12
LesAffx.60610.2.S1_at Ubiquitin­conjugating enzyme 
E2C
8,63 7,49 11,23 12,24
Regulation of progression through cell cycle
Les.107.1.S1_at Cyclin a2 6,14 5,54 7,77 8,54
Les.351.1.S1_at Cyclin­dependent kinase 8,17 6,98 10,19 11,09
Les.3519.1.S1_at Cyclin d3­2 10,23 8,99 11,81 12,19
Les.3520.1.S1_at Cyclin d3­2 11,06 9,68 12,2 12,64
Les.5343.1.S1_at Cell division control protein 6 7,18 5,95 7,94 8,38
LesAffx.19390.1.S1_at CCNB2_MEDVAG2 mitotic­
specific cyclin­2 (b­like cyclin)
7,14 7,65 8,88 9,79
Replication protein a2
Les.5740.1.S1_at Replication protein a2 10,2 8,76 10,85 11,18
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Se   detectaron   16   genes   diferencialmente   expresados,   todos   ellos   también   estaban 
regulados durante el desarrollo normal del carpelo (TIME) con un patrón de expresión similar, 




Algunos  de   estos   genes   relacionados   con   ciclo   celular,   habían   sido   incluidos   en   los 

















Les.4978.1.S1_at DNA replication licensing factor 0,53 ­0,53 1,13 ­0,29
Les.5343.1.S1_at Cell division control protein 6 0,24 ­0,22 1,23 ­0,44
Les.3520.1.S1_at Cyclin d3­2 1,36 ­0,64 1,38 ­0,44
Les.2949.1.S1_at PCNA 0,93 ­0,09 1,53 ­0,42
3.4 Análisis de genes relacionados con hormonas
Las   hormonas   vegetales   están   implicadas   en   el   cuajado   del   fruto,   además   su 
concentración se encuentra alterada en los carpelos de algunas variedades partenocárpicas de 
tomate. Por ello nos planteamos analizar la expresión de los genes relacionados con hormonas. 
Al  estudiar  el  cuajado partenocárpico  del   fruto  en  RP75/59,   se  detectaron más  de  25  genes 
110
Resultados








GA20­oxidasas,   responsables   de   la   síntesis   de   esta   hormona.  La   GA20­oxidasa   3   estaba 
claramente   activada   en  RP75/59   con   respecto   a   la   variedad   control   en   los   dos   estadios   de 
desarrollo analizados,  aunque en ambas líneas el  nivel de expresión era mayor a  3DPA. Sin 







detección y respuesta  a   la  hormona,  que estaban más  activados  en  la  antesis  de la  variedad 
normal.
Además,   se   detectaron   4   genes   relacionados   con   el   ácido   abscísico,   cuyo   nivel   de 
expresión fue menor a 3DPA que en antesis en ambas líneas. Sin embargo, el descenso en el 


















4,66 5,7 4,17 4,19
Les.3489.1.S1_at Aminopeptidase p (transport) 10,29 10,42 9,89 9,55
Les.4501.1.S1_at Auxin­induced protein 4,88 4,91 4,93 6,8
Les.5138.1.S1_at Auxin­induced protein 10,55 10,38 9,43 10,43
LesAffx.2303.1.S1_at Highlyauxin­induced protein 
(aldo keto reductase family)
8,09 8,32 7,41 6,61
Les.4383.1.S1_at Metallocarboxypeptidase 
inhibitor
13,34 11,82 13,89 10,87
Les.3707.1.A1_at Auxin­responsive protein IAA2  4,49 4,5 4,75 5,34
Les.3707.1.S1_at Auxin­responsive protein IAA2  4,61 4,45 5,86 8,01




12,18 12,46 11,76 11,62
Les.5312.1.S1_at GH3­like protein (response) 8,35 9,65 6,83 7,39
LesAffx.67531.1.S1_at AXR2|IAA7 (response) 4,79 4,08 6,15 8,74
GIBERELINAS
Les.3625.1.S1_at GASA5­like protein (induced) 9,97 10,58 9,48 11
LesAffx.9038.1.S1_at DWARF3 (synthesis­
degradation)
12,76 11,39 13,11 12,88
Les.5621.1.S1_at GA2­oxidase 6,05 6,22 7,41 8,1
Les.63.1.S1_at GA20­oxidase 3 8,83 5,19 9,04 7,55




10,41 10,76 9,86 9,33
Les.5917.1.S1_at ACC oxidase ACO5 6,95 5,2 4,99 4,68
Les.5312.1.S1_at GH3­like protein (ethylene­
dependent resistance)

















10,87 11,59 10,08 10,4
Les.4233.1.S1_at Universal stress proteinfamily 
protein (induced)
5,23 7,24 4,82 4,5
ÁCIDO ABSCÍSICO
Les.5830.1.S1_at Protein kinase (signaling) 9,5 9,6 9,36 8,76
LesAffx.8142.1.S1_at Abscisic acid­induced protein 10,77 10,92 10,43 9,86
Les.4655.1.S1_at MOSC domain protein 12,04 12,54 10,89 10,59








no presenta malformaciones  en  las   flores,  además,  es  capaz  de producir   frutos  con semillas 
cuando las condiciones ambientales lo permiten. Estas características hacen muy interesante este 
fenotipo para su empleo en programas de mejora. Con objeto de comenzar la localización de los 


















llegado a  ese   estadio.  En  total   se   caracterizaron  2301  frutos.  Se   tomaron datos  de  distintos 
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– Fruto   jugoso:   fruto   con   desarrollo   normal   del   tejido   locular,   pero   que   carecía   de 
semillas, en su mayoría con un tamaño menor al de los frutos con semillas (tamaño medio 
inferior a 20gr).
– Fruto  con pseudoembriones:   fruto  con desarrollo   locular  normal  que  presenta  unas 
















EigenValues EV Variación Variación 
acumulada
EV-1 2,56 36,52% 36,53%
EV-2 1,62 23,20% 59,72%
EV-3 1,27 18,21% 77,93%
EV-4 0,82 11,71% 89,64%
EV-5 0,42 5,98% 95,62%
EV-6 0,19 2,68% 98,30%








Variables pc­1 pc­2 pc­3 pc­4 pc­5 pc­6 pc­7
% cuajado ­0,5 ­0,13 0,14 ­0,22 0,78 ­0,14 ­0,17
% partenocárpicos ­0,31 0,46 ­0,11 ­0,66 ­0,15 0,26 0,4
% jugosos ­0,3 0,42 ­0,15 0,7 0,22 0,32 0,26
% macizos 0,03 0,07 0,86 0,09 ­0,04 ­0,2 0,45
% vacíos ­0,19 ­0,68 ­0,28 0,05 ­0,03 ­0,02 0,64
Peso medio ­0,55 0,14 ­0,12 0,14 ­0,42 ­0,68 ­0,12




– CLASE   1:   Plantas   capaces   de   producir   algún  fruto   con   pseudoembriones,   con 






– CLASE   4:   Plantas   incapaces   de   producir  frutos   con   pseudoembriones,  jugosos  y 
macizos, pero capaces de producir frutos vacíos. Incluyó 32 plantas de la F2 y UC82.
– CLASE 5: Plantas que no produjeron ningún fruto en la guía emasculada. Únicamente 





fenotípica a  la que pertenecían las plantas en el  PCA (Figura 33).  En esta representación se 




















Para determinar  si  existía alguna relación entre  el   transcriptoma de  la  flor  y  la  clase 




proceso   de   cuajado   del   fruto.   Se   incluyeron:   cinco   factores   de   transcripción,   dos   genes 








Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
F2_127 F2_122 F2_110 F2-102 F2_24
F2_142 F2_103 F2_121 F2_118 F2_15














Les.3520.1.S1_at Cyclin d3­2 9,68 11,06 12,64 12,2
Les.2949.1.S1_at PCNA 9,86 11,39 12,4 11,98
LesAffx.67531.1.S1_at Auxin­resistance protein 2 4,08 4,79 8,74 6,15
Les.5917.1.S1_at ACC oxidase 5,2 6,95 4,68 4,99
Les.63.1.S1_at Gibberellin 20­oxidase 3 5,19 8,83 7,55 9,04
Les.65.1.S1_at Gibberellin 20­oxidase 2 4,79 5,17 6,83 5,67
Les.2902.1.S1_at MADS­box transcription 
factor pistillata
8,2 6,86 6,13 5,38





11,99 12,21 10,93 11,7
Les.5941.1.A1_at ATHB­15 (incurvata 4) dna 
binding transcription factor
7,69 8,17 9,26 8,9
LesAffx.4763.1.S1_at Embryonic   abundant   protein 
related
10,1 10,96 10,84 11,59
Cuando se analizó   la expresión de estos genes en las plantas de la F2 no se observó 
ninguna correlación clara entre el nivel de expresión de ningún gen y el fenotipo. Esto podría ser 














Eigen Values EV Variación Variación acumulada
EV-1 3,16 28,74% 28,74%
EV-2 2,57 23,35% 52,09%
EV-3 1,27 11,51% 63,61%
EV-4 1,01 9,21% 72,81%
EV-5 0,89 8,12% 80,93%
EV-6 0,71 6,50% 87,43%
EV-7 0,51 4,62% 92,05%
EV-8 0,37 3,33% 95,38%
EV-9 0,32 2,90% 98,28%
EV-10 0,12 1,13% 99,41%
EV-11 0,06 0,59% 100,00%
Tabla 20. Componentes principales.
Variables pc­1 pc­2 pc­3 pc­4 pc­5 pc­6 pc­7 pc­8 pc­9 pc­10 pc­11
Les.63.1.S1_at 0,4 ­0,27 0,09 0,38 ­0,05 0,24 0,25 ­0,12 0,17 ­0,62 ­0,26
Les.65.1.S1_at 0,34 ­0,24 0,14 0,28 0,47 0,4 ­0,2 ­0,11 ­0,21 0,39 0,3
Les.5917.1.S1_at 0,31 0,32 ­0,33 0,24 ­0,16 ­0,16 0,49 ­0,25 0,29 0,31 0,32
Les.3520.1.S1_at 0,4 ­0,16 ­0,09 ­0,02 ­0,55 ­0,17 ­0,22 ­0,21 ­0,47 0,24 ­0,32
LesAffx.67531.1.S1_at 0,26 0,2 0,44 0,2 0,12 ­0,63 ­0,41 ­0,06 0,2 ­0,14 0,14
Les.2949.1.S1_at 0,36 ­0,27 ­0,31 ­0,16 ­0,15 0,03 ­0,27 0,63 0,4 0,05 0,14
Les.2902.1.S1_at 0,14 0,43 ­0,42 0,06 0,42 0,06 ­0,26 ­0,04 0,1 0,05 ­0,59
Les.3780.1.S1_at 0,35 0,35 ­0,15 ­0,34 0,14 0,01 0,09 0,15 ­0,51 ­0,43 0,34
Les.5885.1.A1_at 0,2 0,34 0,55 ­0,01 ­0,09 0,17 0,33 0,48 ­0,03 0,29 ­0,29
Les.5941.1.A1_at 0,27 ­0,13 0,21 ­0,73 0,14 0,07 0,08 ­0,42 0,33 0,08 ­0,09

























los   frutos   con   semillas.   Siguiendo   esta   definición   se   consideraron   equivalentes   a   plantas 
partenocárpicas las plantas de la clase 1, puesto que son las únicas capaces de producir frutos con 
desarrollo normal de los lóculos y con frutos de tamaño similar a  los frutos con semillas (el 
tamaño medio de  los   frutos  es  superior  a  20gr).  Las  plantas  de  la  clase  2,  aunque  también 








































































No partenocárpicas 102 93
Total 135 135












































relacionados   con   funciones   como   la   respuesta   a   hormonas,   que   habían   sido   previamente 
relacionados con el cuajado del fruto, pero también, genes desconocidos, que constituyen una 
valiosa fuente de información para futuros estudios acerca del cuajado. Además, se realizó un 






de flores  enriquecida en genes  expresados a  3DPA, momento en que se  reanuda  la  división 
celular.   Tras   la   secuenciación   de   la   librería   se   identificaron   181   transcritos   distintos.   Esta 
genoteca contiene tanto transcritos de genes expresados diferencialmente a 3DPA, como genes no 
diferenciales. El análisis de los transcritos identificados desveló  la gran cantidad de genes de 






únicamente   en   base   al   número   de   clones.   Para   solucionar   el   problema   nos   planteamos   la 
posibilidad  de   seleccionar   los  genes  diferenciales   en   función  de   su  expresión  en   la   especie 
modelo Arabidopsis. De todos los genes representados en nuestra genoteca se pudo identificar el 






































podrían exigir  diferencias del doble en el  nivel de expresión entre estadios,  en vez de exigir 
diferencias de 4 veces, que fue el criterio empleado tanto en tomate como en  Arabidopsis.  Se 





















































librería   se   construyó   realizando   una   sustracción   a   partir   de   dos   estadios   de   flor   completa, 









número   de   rutas   reguladas   a   lo   largo   del   cuajado   del   fruto   como:   repuesta   a   estímulos 
hormonales, modificación de pared celular, fotosíntesis, regulación de la transcripción, transporte 





relacionados con otras   fases  del  desarrollo  del   fruto como:   respuesta  a  diversos  estímulos  y 






















La   caracterización  del   transcriptoma  se   realizó   con  el  Affymetrix  GeneChip  Tomato 
Genome Array, que permite determinar la expresión de más de 9000 genes. Se analizaron tres 





















indica  que  entre  ambas   líneas  no  existen  grandes  diferencias  en   los  genes   implicados  en  el 
proceso, sino simplemente diferencias en la regulación de la expresión génica.
Al estudiar el patrón de expresión de los genes regulados a lo largo del desarrollo del 












partenocárpico del fruto se analizó  el   transcriptoma en la  línea partenocárpica RP75/59 y la 
variedad control UC82 durante el cuajado. Puesto que la línea RP75/59 es capaz de producir 
tanto frutos partenocárpicos como frutos con semillas, fue necesario impedir la polinización y 




ensayos   anteriores,   donde   los   carpelos   procedían   de   flores   que   no   habían   sufrido   ningún 
136
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Los genes  regulados  de diferente  manera  en  la   línea partenocárpica  y en  la  variedad 
control   durante   el   cuajado   se   identificaron   con   el   programa   maSigPro.   De   esta   manera   se 
consiguieron aislar 758 genes diferenciales, que en su gran mayoría también cambiaban durante 































proteínas),   el   ciclo   y   división   celular,   y   organización   y   replicación   del   ADN.   Este 
enriquecimiento   en   genes   relacionados   con   la   regulación   del   ciclo   celular   se   demostró 


















emasculadas.  De  nuevo,   entre   los   términos   representados  por  más   de  un  2% de   los   genes, 
volvemos a encontrar términos relacionados con metabolismo y un gran número de términos 
relacionados con organización del ADN, división celular y ciclo celular. El análisis estadístico, 






























La   activación   del   ciclo   celular   durante   la   antesis   ya   ha   sido   sugerida   en   estudios 






























relacionados   con  diferentes   hormonas  que   estaban  modulados   a   lo   largo  del   desarrollo   del 
carpelo.  Estos   genes   constituyen  una   fuente   de   información  muy   útil   para   futuros   estudios 
centrados en la regulación hormonal del desarrollo del carpelo.
Las   hormonas   vegetales   también   juegan   un   papel   muy   importante   en   el   cuajado 

























diferencia   de   lo   que   ocurría   en   la   línea   partenocárpica,   donde   las   diferencias   de   nivel   de 
expresión entre los estadios eran mucho menores. Vriezen y colaboradores (2008) sugirieron que 








elongación   del   tallo,   floración   y   cuajado   del   fruto.   El   papel   de   las   GAs   en   el   cuajado 
partenocárpico del fruto es  indiscutible.  Se han descrito alteraciones en el  contenido de esta 
hormona   en   las   tres   fuentes   naturales   de  partenocarpia  más   importantes,  pat,   Severianin   y  




expresión   característico.  Entre   los   genes   regulados   de   manera   diferente   en   el   cuajado 
partenocárpico del fruto se detectaron cinco relacionados con giberelinas: la GA 2­oxidasa, una 

















desarrollo   en   la   línea  partenocárpica.  Además,   la   enzima  GA 2­oxidasa   relacionada   con   la 
degradación de las GAs activas presenta un menor nivel de expresión en la línea partenocárpica.























































climatéricos   (Alba  et  al,  2005;  Giovannoni,  2004;  Srivastava  y  Handa,  2005).  También está 
implicado en el desarrollo del ovario y en la respuesta a la polinización en orquídeas (Zang y 







descrito  por  Vriezen  y  colaboradores   (2008)   en  ovarios  de   tomate   tras   la  polinización  o  el 
tratamiento con GAs para inducir el cuajado.
Al analizar las diferencias entre el cuajado normal y partenocárpico se detectaron cinco 















































población   F2   se   realizó   la   caracterización   en   condiciones   de   invernadero,   que   permitieron 
minimizar las variaciones ambientales. Para evitar los problemas de competencia entre los frutos 
con  y   sin   semillas   las  plantas   se   cultivaron  en  dos  guías.  La  primera  guía   se   empleó   para 
determinar la capacidad de cuajado tras polinización, y la segunda para determinar la capacidad 
de   cuajado   partenocárpico.   Se   caracterizaron   cuatro   ramilletes   de   flores   y   tres   flores   por 
ramillete en cada guía, para minimizar la competencia. La capacidad de cuajado partenocárpico 
se  determinó   emasculando   las   flores   antes   de   la   antesis.  Se  caracterizaron   todos   los   frutos 
producidos,   independientemente   del   tamaño   y   las   características   morfológicas.   Se   tomaron 
caracteres de peso forma y desarrollo de los lóculos.
Primero   se   realizó   una   clasificación   de   los   frutos   producidos   en   función   de   sus 
características   morfológicas.   Se   distinguieron   5   tipos,   frutos   con   semillas,   frutos   con 
pseudoembriones, frutos jugosos, frutos macizos y frutos vacíos. Entre estas clases destacaban 
los frutos con pseudoembriones que presentaban desarrollo normal de los  lóculos y un peso 










clase   1,   capaces   de   producir   frutos   con   pseudoembriones,   se   encontraban   más   cercanas   al 
parental partenocárpico que ninguna de las otras clases.
Con objeto de determinar si la producción de cierto tipo de frutos estaba condicionada 









































variedades   no   partenocárpicas   de   fruto   pequeño   (Nuez  et   al  1988).   Al   emplear   estas 
aproximaciones, los autores se encontraron con una distribución continua, probablemente debido 
a   que,   tanto   el   tamaño   del   fruto,   como   la   producción   de   frutos   partenocárpico   están 
condicionados por  las  condiciones  ambientales.  Es  por  tanto necesario  establecer  un criterio 
claro para la clasificación de las plantas, que permita evitar la pérdida de información y en la 
medida de  lo  posible   las  variaciones  debidas  a,  diferencias  ambientales,  y  a   la  competencia 
existente entre frutos.
En esta   tesis  queda patente que en realidad  la  partenocarpia  es un carácter  continuo, 
aunque, para poder comparar con los trabajos anteriores, se decidió considerar “partenocárpicas” 
las  plantas  con capacidad para  producir   frutos  con características  parecidas  a   los   frutos  con 
semillas,   independientemente   del   porcentaje   de   frutos   producidos,   y   de   su   capacidad   para 
producir   otros   tipos   de   frutos.   Únicamente   se   consideraron   partenocárpicas   las   plantas 










donde   no   existe   competencia   entre   frutos   (únicamente   existen   flores   emasculadas)   en 
























































raíz   (Swarup  et   al,   2007).   Esta   relación   del   etileno   con   el   cuajado   del   fruto  ha   sido  muy 
recientemente   descrita   en   tomate.   Wan   y   colaboradores   (2009)   analizaron   el   transcriptoma 
durante el  cuajado del  fruto en plantas  transgénicas donde la  expresión del  gen  IAA9  estaba 
inhibida y detectaron alteraciones  en genes  relacionados con el  etileno.  Lin  y colaboradores 
(2008) al analizar plantas transgénicas donde el gen  SlTRP,  relacionado con los receptores de 













inhibición   del   cuajado   e   inducirían   la   síntesis   de   auxinas.   Posteriormente,   la   formación   de 













del   proyecto  AtGenExpress,   se   han   conseguido   identificar   1879   genes   regulados   durante   el 
desarrollo del carpelo y el desarrollo temprano de la silicua en Arabidopsis.








genes  regulados  a   lo   largo  del   tiempo.  En el  análisis   funcional  se  han   identificado un  gran 








































3 y de la  ACO5 actuarían como sustitutas de la  señal  de polinización y desactivarían algún 






















TM29,  a   tomato SEPALLATA homolog,  causes  parthenocarpic  fruit  development  and floral 
reversion. Plant Physiology 130, 605­617.
Asahira   T,   Takagi   H,   Takeda   Y,   Tsukamoto   Y.   1968.   Cytokinin   activity   in   extracts   from 




















Bugos  RC,  Chiang  VL,  Zhang  XH,  Campbell  ER,  Podila  GK,  Campbell  WH.  1995.  RNA 
isolation from plant­tissues recalcitrant to extraction in guanidine. Biotechniques 19, 734­737.





















































construction   of   a  Solanum   habrochaites  LYC4   introgression   line   population   and   the 
identification of QTLs for resistance to Botrytis cinerea. Theoretical and Applied Genetics 114, 
1071­1080.

























mediates  cell  differentiation  during  Arabidopsis  fruit  development.  Development  125,  1509­
1517.




Hall   CB,   Scott   JW,   George   WL.   1986.   Growth   of   ovaries   of   parthenocarpic   and 
nonparthenocarpic tomato genotypes invitro. Hortscience 21, 289­291.
Hartigan JA, Wong MA. 1978. A K­means clustering algoritjm. Applied Statistics 28, 100­108.
Hedden P,  Kamiya  Y.  1997.  Gibberellin  biosynthesis:  Enzymes,  genes  and   their   regulation. 
Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 48, 431­460.








Heuvelink   E.   2005.   Developmental   processes.   En:   Heuvelink   E.   (ed.),   Tomatoes.   CAB 
International, Wallingford, 53­83.
Imanishi  S,  Nagata  M. 2004.  The effect  of  methyl   jasmonate  on  the expression of   ripening 





Irizarry   RA,   Bolstad   BM,   Collin   F,   Cope   LM,   Hobbs   B,   Speed   TP.   2003.   Summaries   of 
affymetrix GeneChip probe level data. Nucleic Acids Research 31.
Kataoka K, Uemachi A, Yazawa S. 2003. Fruit growth and pseudoembryo development affected 
by   uniconazole,   an   inhibitor   of   gibberellin   biosynthesis,   in  pat­2  and   auxin­induced 
parthenocarpic tomato fruits. Scientia Horticulturae 98, 9­16.
Karapanos IC, Mahmood S, Thanopoulos C. 2008. Fruit set in Solanaceous vegetable crops as 























Lin   S,   Splittstoesser   WE,   George   WL.   1983b.   Factors   controlling   the   expression   of 
parthenocarpy in severianin tomato. Scientia Horticulturae 19, 45­53.






Liu   WH,   Saint   DA.   2002.   A   new   quantitative   method   of   real   time   reverse   transcription 










Mapelli  S,  Frova C, Torti  G,  Soressi  GP.  1978. Relationship  between set,  development  and 
activities of growth­regulators in tomato fruits. Plant and Cell Physiology 19, 1281­1288.
Marti  C,  Orzaez D, Ellul  P, Moreno V, Carbonell  J,  Granell  A. 2007. Silencing of DELLA 
induces facultative parthenocarpy in tomato fruits. Plant Journal 52, 865­876.









(Lycopersicon   esculentum   Mill.)   sets   seedless   fruits   and   has   aberrant   anther   and   ovule 
development. Development 125, 107­114.






Moore  S,  Vrebalov  J,  Payton P,  Giovannoni   J.  2002.  Use  of  genomics   tools   to   isolate  key 
ripening genes and analyse fruit maturation in tomato. Journal of Experimental Botany 53, 2023­
2030.
Mounet  F,  Moing  A,  Garcia  V,  Petit   J,  Maucourt  M,  Deborde  C,  Bernillon  S,  Le  Gall  G, 
Colquhoun I, Defernez M, Giraudel JL, Rolin D, Rothan C, Lemaire­Chamley M. 2009. Gene 
and Metabolite Regulatory Network Analysis of Early Developing Fruit Tissues Highlights New 
Candidate   Genes   for   the   Control   of   Tomato   Fruit   Composition   and   Development.   Plant 
Physiology 149, 1505­1528.














Olimpieri  I, Siligato F, Caccia R, Mariotti  L, Ceccarelli  N, Soressi GP, Mazzucato A. 2007. 
Tomato  fruit  set  driven  by pollination  or  by  the  parthenocarpic   fruit  allele  are  mediated  by 
transcriptionally regulated gibberellin biosynthesis. Planta 226, 877­888.
O'neill   SD.   1997.   Pollination   regulation   of   flower   development.   Annual   Review   of   Plant 
Physiology and Plant Molecular Biology 48, 547­574.







Pascual  L,  Blanca JM, Canizares  J,  Nuez F.  2009. Transcriptomic analysis  of  tomato carpel 
development   reveals   alterations   in   ethylene   and   gibberellin   synthesis   during  pat3/pat4 
parthenocarpic fruit set. Bmc Plant Biology 9.









































Rotino   GL,   Acciarri   N,   Sabatini   E,   Mennella   G,   Lo   Scalzo   R,   Maestrelli   A,   Molesini   B, 
Pandolfini  T,  Scalzo J,  Mezzetti  B,  Spena A. 2005. Open field   trial  of genetically  modified 
parthenocarpic tomato: seedlessness and fruit quality. BMC Biotechnology 5.










































Tusher  VG, Tibshirani  R, Chu G.  2001. Significance  analysis  of microarrays  applied  to   the 
ionizing radiation response. Proceedings of  the National Academy of Sciences of the United 
States of America 98, 5116­5121.




















































Anexo   4.  Artículo   de   investigación.  Pascual   L,   Blanca   JM,   Canizares   J,   Nuez   F.   2009. 




Anexo  6. Genes  diferencialmente  expresados  durante  el  cuajado  del  fruto  y  desarrollo  del 
carpelo en la variedad partenocárpica (TIME RP75/59 y UC82vsRP75/59).
Anexo 7. Anotación del Affymetrix Tomato GeneChip Genome Array.
Anexo 8. Genes diferencialmente expresados en el cuajado partenocárpico del fruto ( eTIME 
RP75/59 y eUC82vsRP75/59).
Anexo 9. Datos de la F2 de la guía emasculada y no polinizada. Valores medios por planta.
* Anexos en el CD adjunto.
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